FcγRIIBが腫瘍微小環境形成に与える影響とその機序の解析 by 笠原 佑記
FcγRIIBが腫瘍微小環境形成に与える影響とその機
序の解析
著者 笠原 佑記
学位授与機関 Tohoku University
学位授与番号 11301甲第18501号
URL http://hdl.handle.net/10097/00125998
 1 
 
                              博⼠論⽂ 
 
 
 
 
FcγRIIB が腫瘍微⼩環境形成に 
与える影響とその機序の解析 
 
 
 
 
 
 
 
 
東北⼤学⼤学院 医学系研究科 医科学専攻 
腫瘍制御研究部⾨ 臨床腫瘍学分野 
笠原 佑記 
 2 
⽬次 
1 要約 
2 研究背景 
3 研究⽬的 
4 研究⽅法 
5 研究結果 
6 考察 
7 結論 
8 ⽂献 
9 図 
10 謝辞 
 
 
 
 
 
 
 
 
 3 
1 要約 
腫瘍組織には様々な免疫細胞が浸潤し、腫瘍細胞の増殖や転移の促進あるいは抑制
に関与している。腫瘍免疫において細胞性免疫は重要な役割を持つ。また、液性免疫
も腫瘍細胞を認識し、特異的な抗体を産⽣している。しかしながら、内因性に産⽣さ
れた腫瘍特異的抗体の役割は明らかとなっていない。抗原に結合した抗体はその Fc
領域を認識する Fc 受容体を介して免疫細胞に認識される。Fc 受容体は伝達するシグ
ナルにより活性化 Fc 受容体と抑制性 Fc 受容体に⼤別される。唯⼀の抑制性 Fc 受容
体である FcγRIIB は⽣体内で過剰な免疫応答を抑制し、⾃⼰免疫疾患の発症を防ぐ
重要な受容体である。本研究では、腫瘍微⼩環境に内因性の抗体が与える影響につい
て、FcγRIIB ⽋損マウスを⽤いて検討した。 
マウスの腫瘍移植モデルの検討でも、がん患者と同様に内因性の腫瘍特異的抗体が
産⽣された。FcγRIIB ⽋損マウスでは野⽣型マウスに⽐べて細胞性免疫、液性免疫
がともに強く活性化され、腫瘍増⼤が抑制された。また腫瘍組織に浸潤する免疫細胞
が増加し、炎症性サイトカインの発現が増加していた。これらの抗腫瘍免疫の増強は
腫瘍内のマクロファージが抗原抗体複合体の刺激により活性化マクロファージへと
誘導された結果であることが⽰唆された。本研究より内因性の腫瘍特異的抗体は Fc
γRIIB を介して抑制性の腫瘍微⼩環境形成に関与していることが⽰された。 
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2 研究背景 
腫瘍微⼩環境には多種多様な免疫細胞が誘導されていることが知られている。こ
れらの免疫細胞には腫瘍の排除に働く抗腫瘍免疫細胞とそれを抑制する抑制性免疫
細胞が存在する 1-4。 
⾃⼰の細胞は⾃⼰免疫を抑制する機構により免疫細胞からの認識を免れている。
腫瘍細胞も元来⾃⼰の細胞であるが、腫瘍化する過程において遺伝⼦の変異や新規
抗原の発現などにより免疫細胞に異物として認識されるようになる。多くの腫瘍細
胞はこの免疫監視機構により排除されるが、⼀部の腫瘍細胞は監視機構を回避し増
⼤する。腫瘍細胞の異物としての認識と排除においては細胞傷害性 T 細胞が中⼼的
な役割を果たしている 5-7。CD8 陽性 T 細胞が、腫瘍抗原を T 細胞受容体により認
識すると活性化し細胞傷害性 T 細胞となる。活性化した細胞傷害性 T 細胞は IFNγ
依存性に Granzyme B や Perforin などの細胞傷害性物質を放出する 8-10。⼀⽅で、制
御性 T 細胞 (regulatory T cells : Treg) や腫瘍随伴マクロファージ (tumor-
associated macrophage : TAM)、⾻髄由来抑制細胞 (myeloid-derived suppressor 
cells: MDSC)といった抑制性免疫細胞は抑制性サイトカインの分泌や免疫抑制分⼦
の発現を介して、活性化した免疫細胞を抑制する 5, 10-13。 
過去の報告では、⼤腸癌や胃癌、乳癌、卵巣癌、前⽴腺癌など複数の癌で腫瘍内に
浸潤している CD8 陽性 T 細胞の数が良好な予後と関連していることが⽰されてい
る 14-18。⼀⽅で、これらを抑制する TAM や MDSC の腫瘍内への浸潤は不良な予後
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や転移と関連していることも⽰されている 19-26。 
⽣体内において、抑制性免疫細胞は免疫応答を調整し、⾃⼰の組織への傷害を防
ぐために重要な役割を果たしている 27-29。抗原の侵⼊に対して、免疫細胞は互いを活
性化しあうことで短時間に強い免疫応答を誘導することができる。しかし、免疫細
胞の過剰な活性化や活性化状態の持続は⾃⼰の組織への傷害も引き起こす危険性が
ある。そのため、抑制性免疫細胞は活性化した細胞を抑制し、バランスを調整してい
る。また、免疫細胞⾃体も活性化に伴い抑制性シグナルを⾃⼰に伝達する分⼦を表
出させる。例えば、活性化した T 細胞は PD-1 や CTLA-4 などを表出し、抑制を受
ける 30-32。このように腫瘍細胞は⾃⼰の組織への傷害を防ぐためのシステムを利⽤
し、腫瘍微⼩環境を抑制性に維持することで抗腫瘍免疫を回避している。 
腫瘍免疫において細胞性免疫が関与しているのと同様に、獲得免疫のもう⼀つの
構成要素である液性免疫も腫瘍免疫に関与している。液性免疫により腫瘍抗原が認
識されると、抗原に特異的に反応する抗体が産⽣される。過去の報告では、がん患者
の⾎液中に腫瘍特異的抗体が検出されることが⽰されている 33-36。抗体の機能は中
和、オプソニン化、補体活性化、抗原抗体複合体の形成など多岐にわたり、それらを
介して免疫細胞を活性化する。しかしながら、産⽣された腫瘍特異的抗体が腫瘍微
⼩環境で果たしている役割は⼗分には明らかにされていない（図 1）。 
抗体はその構造の違いにより IgA、IgD、IgE、IgG、IgM の 5 つのクラスに⼤別さ
れ、更に IgA は IgA1、IgA2 の 2 つのサブクラス、IgG は IgG1-4 の 4 つのサブクラ
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スに分けられる。これらは対応する抗原の種類や抗原への親和性、分泌される部位
機能などがそれぞれ異なっている 37。このように液性免疫は、抗原の種類や場所ごと
に抗体を使い分けて⽣体防御にはたらいている。 
抗体に蛋⽩分解酵素を作⽤させると抗原結合部のある Fab 領域と結晶化が可能な
Fc 領域に分解される。抗原と結合した抗体はこの Fc 領域に結合する Fc 受容体を介
して免疫細胞に認識される 38。Fc 受容体は樹状細胞、マクロファージ、単球、B 細
胞といった抗原提⽰細胞のみならず好中球、好酸球、好塩基球といった多岐にわた
る免疫細胞上に発現していることが知られている 39。Fc 受容体の主な働きは 2 つに
⼤別される。1 つ⽬は細胞に活性化あるいは抑制性のシグナルを伝達することであ
る。2 つ⽬は抗原提⽰細胞での抗原抗体複合体の取り込み促進である 38,39。 
Fc 受容体は結合する抗体のクラスごとに異なっており、それぞれのクラスに対応
した Fc 受容体が存在する。例えば IgE は Fcε受容体に結合し、IgG は Fcγ受容体
に結合する。また、抗体にサブクラスが存在するのと同様に、⼀部の Fc 受容体には
サブタイプが存在する。例えば、ヒトの Fcγ受容体には FcγRI、IIA、IIB、IIC、
IIIA、IIIB の 6 つのサブタイプが存在し、マウスには FcγRI、IIB、III、IV の 4 つ
のサブタイプが存在する 39, 40。このうち FcγRIIB のみが抑制性シグナルを伝え、他
の Fcγ受容体は活性化シグナルを伝える(図 2)。抑制性シグナルは immunoreceptor 
tyrosine-base inhibitory motif (ITIM) と 呼 ば れ る 部 位 を 、 活 性 化 シ グ ナ ル は
immunoreceptor tyrosine-base activation motif (ITAM) と呼ばれる部位を介して伝
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達される 39, 41。マクロファージや樹状細胞ではこれらの活性化型 Fc 受容体と抑制性
Fc 受容体が共発現しており、バランスを取り合いながら⾃⾝の活性を調節している
39, 40。 
Fc 受容体を介したシグナル伝達を考える上で、抗体の親和性も重要である。IgG
はサブクラスごとに抗原への親和性だけでなく、Fc 受容体への親和性も異なってい
ることが知られている 42。例えば、IgG2a、IgG2b は FcγRIV に親和性が⾼いため、
IgG1 よりも強く活性化シグナルを誘導する。⼀⽅で IgG1 は FcγRIIB に親和性が
⾼いため抑制性シグナルを他のサブクラスよりも強く誘導する。活性化 Fc 受容体と
抑制性 Fc 受容体の親和性の⽐は A/I ⽐と呼ばれ、それぞれのサブタイプの働きを考
える上で重要となる 40, 42。 
Fc 受容体の働きは過去に多くの報告がなされており、特に唯⼀の抑制性 Fc 受容
体である FcγRIIB は⾃⼰免疫疾患やアナフィラキシーとの関連が⽰されている 43-
47。FcγRIIB の⽋損マウスでは、systemic lupus erythematosus(SLE) や collagen 
induced arthritis (CIA) 、 Goodpasture 症候群など抗原抗体複合体が関与する⾃⼰
免疫疾患 (III 型アレルギー)が⾃然発症または容易に誘導されることが報告されて
いる 48-58。またヒトにおいても SLE の発症や重症度に関連していることが報告され
ている 59-64。(表 1)これらのことから FcγRIIB は、⽣体内の抗原抗体複合体を介し
た免疫応答を調整する重要な受容体であると考えられている。 
先述したようにがん患者では腫瘍細胞に対して腫瘍特異的抗体が産⽣されること
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が知られている 33-36。腫瘍特異的抗体が産⽣されると、腫瘍微⼩環境で抗原抗体複合
体を形成することが想定される。しかしながら、形成された抗原抗体複合体が腫瘍
細胞に対してどのような免疫応答をもたらしているのかについては解明されていな
い。本研究では、FcγRIIB の⽋損マウスを⽤いて、内因性の腫瘍特異的抗体とそれ
により形成される抗原抗体複合体が腫瘍微⼩環境に与える影響を検討した。 
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3 研究⽬的 
 本研究は、内因性の腫瘍特異的抗体とそれにより形成される抗原抗体複合体が腫瘍
微⼩環境に与える影響を、抑制性 Fc 受容体である FcγRIIB の⽋損マウスを⽤いて
解明することを⽬的とする。 
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4 研究⽅法 
4.1 マウスと細胞株 
本研究における動物実験は東北⼤学⼤学院医学系研究科動物実験委員会の審査及び
承認のもとに実施された。東北⼤学加齢医学研究所遺伝⼦導⼊研究分野より
C57BL/6 の FcγRIIB ⽋損マウスを⼊⼿し、繁殖させた。実験には 8-12 週齢で、雌
のマウスを⽤いた。 
マウス腫瘍細胞は American Type Culture Collection (ATCC)より購⼊した T 細胞
リンパ腫細胞株の E.G7-OVA、ルイス肺がん細胞株の LLC、肺胞上⽪細胞の TC1 を
⽤いた。細胞は 10%⽜胎児⾎清を含む RPMI1640 培地で単層培養した。培養は 37℃
に保たれた炭酸ガス培養器 (5%⼆酸化炭素) で⾏った。 
 
4.2 マウス腫瘍移植モデル 
 E.G7-OVA 細胞株は 1.0x107/ml、LLC 細胞株および TC1 細胞株は 1.0x106/ml と
なるように RPMI1640 培地で希釈して細胞懸濁液を調整した。⿇酔したマウスの右
背部を剃⽑し、細胞懸濁液 0.1ml を⽪下移植した。腫瘍径を 3 ⽇毎に測定し、体積は 
(⻑径 x 短径 x ⾼さ) /2 と近似して算出した。 
 各群を 10-15 匹として、2 回以上の独⽴した実験を合わせて腫瘍体積の解析を⾏っ
た。全てのマウスは Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) ガイド
ラインに則り、⻑径が 20mm に達した時点を⼈道的エンドポイントとした。 
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4.3 フローサイトメトリー 
 腫瘍移植後 28 ⽇で腫瘍をマウスから摘出し、腫瘍切⽚を細切した。Librase 
0.2mg/ml (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany) と DNase Ⅰ
0.1mg/ml (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany) を添加し、2%⽜胎
児⾎清を含む RPMI1640 培地に浮遊させ 37℃で溶解した。得られた細胞懸濁液を 100
μm セルストレーナーで濾過し、PBS で洗浄した。洗浄した細胞を蛍光標識された
抗 CD45 抗体、抗 CD3 抗体、抗 CD4 抗体、抗 CD8 抗体、抗 CD11b 抗体、抗 Ly6c
抗体、抗 Ly6g 抗体を⽤いて 4℃で 30 分間染⾊した。染⾊後 4%パラホルムアルデヒ
ドで 10 分間固定した。染⾊細胞を PBS で洗浄し、1%アジ化ナトリウムを添加した
0.1%⽜胎児⾎清を含む PBS 溶液で細胞懸濁液を調整しセルアナライザーBD 
LSRFortessa (BD Bioscience, NJ, USA) を⽤いて解析した。 
 
4.4 細胞の分離 
 腫瘍をマウスから摘出し、Liberase と DNaseⅠを添加した 2%⽜胎児⾎清液を含む
RPMI1640 培地で溶解した。パラホルムアルデヒドで固定をせずに蛍光標識された抗
CD45 抗体、抗 CD11b 抗体、抗 Ly6c 抗体、抗 Ly6g 抗体を⽤いて 4℃で 30 分間染
⾊した。0.1%⽜胎児⾎清液を含む PBS 溶液で細胞懸濁液を調整し、分離にはセルソ
ーターBD FACSAria ⅡおよびⅢ (BD Bioscience, NJ, USA) を⽤いた。腫瘍内の細
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胞を CD45 陽性かつ CD11b 陽性の細胞集団でゲートした。ゲートした細胞集団のう
ち Ly6c low かつ Ly6g low の群をマクロファージとして分離した。分離した細胞は速
やかに氷上保存した。 
 
4.5 ⾎清中の抗腫瘍抗体の評価 
外側尾静脈より採⾎を⾏い、2000xg 30 分間遠⼼分離し、上清を回収した。回収し
た上清を再度 2000xg 30 分間遠⼼分離し、⾎清として回収した。腫瘍細胞を 1.0x106
個になるよう調整し PBS で洗浄後、1/300 に希釈した⾎清を加え 4℃で 30 分間反応
させた。PBS で洗浄後, 蛍光標識された抗マウス IgG 抗体で標識を⽤いて 4℃で 30
分間染⾊した。染⾊細胞を PBS で洗浄し、1%アジ化ナトリウムを添加した 0.1%⽜
胎児⾎清を含む PBS 溶液で細胞懸濁液を調整し、セルアナライザーBD LSRFortessa
を⽤いて解析した。 
 
4.6 免疫組織化学染⾊ 
 マウスから腫瘍を摘出後、10%ホルマリン液で固定しパラフィンブロックを作成し
た。ミクロトームでパラフィン切⽚を作成し、脱パラフィン後洗浄を⾏った。⼀次抗
体としてヤギ抗マウス IgG (H+L) (Southern Biotech, AL, USA)を使⽤し、⼆次抗体
としてマウスシンプルステイン MAX-PO Goat (NICHIREI BIOSCIENCE, Tokyo, 
Japan) を使⽤し、免疫組織化学染⾊を⾏なった。 
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4.7 ⾻髄細胞からのマクロファージ誘導と刺激 
 8-12 週齢の⾮腫瘍移植マウスから⼤腿⾻を摘出し⾻髄細胞を得た。10cm シャーレ
に 2.0x106 個の⾻髄細胞を播種し、10%⽜胎児⾎清を含む RPMI1640 培地 10ml に M-
CSF 20ng/ml (Biolegend, CA, USA)を加え培養を⾏った。3 ⽇後に M-CSF 20ng/ml
を含む培地を更に 10ml 加えた。6 ⽇後及び８⽇後に培地の半分を除去し、新たな M-
CSF 20ng/ml を含む培地を補充した。10 ⽇後にシャーレに接着している細胞をマク
ロファージとして回収した。 
 腫瘍細胞を-80℃と常温に繰り返し曝露させ、凍結融解を繰り返した後、超⾳波に
て破砕した。最⼤速度で遠⼼分離を⾏い、上清を回収し蛋⽩濃度を Nano Drop 
(Thermo Fisher Scientific, MA, USA) を⽤いて測定した。回収した蛋⽩を抗原として
10μg/ml で使⽤し、マウスから得た⾎清を抗体として 1/300 に希釈し使⽤した。抗
原抗体複合体は蛋⽩と⾎清を混和し 37℃ 15 分間インキュベート後使⽤した。誘導さ
れたマクロファージにこれらを添加し、24 時間の刺激を⾏なった。 
 
4.8 ウエスタンブロッティング 
腫瘍細胞を-80℃と常温に繰り返し曝露させ、凍結融解を繰り返した後、超⾳波に
て破砕した。最⼤速度で遠⼼分離を⾏い、上清を回収し蛋⽩サンプルとした。15%ポ
リアクリルアミドゲルでサンプルの電気泳動を⾏い、PDVF 膜に転写した。ブロッキ
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ング後、⼀次抗体として 1/300 に希釈したマウス⾎清を⽤いて 4℃で⼀晩反応させた。
TBST で 1 時間洗浄後、⼆次抗体として Alexa Flour 680 ヤギ抗マウス IgG (H+L) 
抗体 (Thermo Fisher Scientific, MA, USA)を 1 時間反応させた。洗浄後、Odyssey 
Infrared imaging system (LI-COR, NB, USA)で蛍光の検出を⾏った。 
 
4.9 ELISpot 解析 
 96 ウェルプレート (Merck Millipore, MA, USA) に捕捉抗体としてラット抗 IFN
γ抗体 (R4-6A2) (Bio X cell, NH, USA) を⽤いて 4℃ 12 時間コートした。E.G7-
OVA を⽪下移植したマウスから脾臓を摘出し 5.0x106 個/well になるように細胞懸濁
液を調整した。0.1μg/ml の OVA SIINFEKL ペプチドを加え 37℃の炭酸ガス培養器
で 12 時間刺激した。細胞を除去、洗浄後に⼀次抗体としてヤギ抗 IFNγビオチン化
抗体 (XMG1.2) (Biolegend, CA, USA) を添加し、次にストレプトアビジン酵素を添
加した。TMBM (Moss inc, MD, USA) を添加しスポットを可視化し, 40 倍拡⼤鏡で
⽤⼿的に計測した。スポットの計測は 3 回の独⽴した実験を合わせて評価した。 
 
4.10 RT-qPCR 解析 
 摘出した腫瘍細胞, 分離した免疫細胞検体に TRIzol Reagent (Thermo Fisher 
Scientific, MA, USA) を添加し RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) を⽤い
て取り扱い説明書に推奨される⽅法で RNA を抽出した。抽出した RNA は 1μg に調
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整し Advanced cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR (Bio-Rad, CA, USA) を⽤いて
cDNA に逆転写した。FCX96 Touch (Bio-Rad, CA, USA) を⽤いて 95℃で 10 分反応
させた後、95℃ 15 秒と 60℃ 1 分のサイクルを 45 サイクル⾏った。mRNA 発現量
は Bio-Rad CFX Manager を⽤いて検体ごとに内因性コントロールとして GAPDH の
発現で補正してから解析を⾏った. 
 
4.11 統計⼿法 
 得られた数値は JMP Pro 13 (SAS institute, NC, USA) を⽤いて両側 t 検定を⾏い、
P 値 0.05 未満を統計学的に有意な差とした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 16 
5 研究結果 
5.1 腫瘍細胞⽪下移植マウスモデルでは腫瘍特異的な抗体が産⽣され、腫瘍組織に沈
着する 
 がん患者では内因性に腫瘍特異的抗体が産⽣されることが知られている。しかしな
がら、動物実験モデルでの内因性の腫瘍特異的抗体産⽣については⼗分な検討はなさ
れていない。そこで、マウスでの腫瘍特異的抗体の産⽣を確認するため、腫瘍細胞を
⽪下に移植し、30 ⽇後に採⾎を⾏った。⾎液から⾎清を分離し腫瘍細胞と混和後、蛍
光標識された抗マウス IgG 抗体を⼆次抗体として加えた。フローサイトメトリーで蛍
光を検出すると、腫瘍を移植したマウスで IgG 抗体が結合した腫瘍細胞が認められ
た。⼀⽅で、腫瘍を移植していないマウスでは IgG 抗体が結合した腫瘍細胞は認めら
れず、蛍光強度は⼆次抗体のみの場合とほぼ同様であった(図 3 A)。 
次に、腫瘍特異的抗体産⽣の経時的変化を検討した。腫瘍移植モデルで外側尾静脈
より 3-5 ⽇おきに採⾎を⾏った。⾎清中の抗体量は⽪下移植後徐々に増加し移植後 7
⽇⽬には有意な増加 (t 検定, P<0.05) を認め, 移植後 14 ⽇⽬には更に有意な増加 (t
検定, P<0.01)を認めた(図 3 B) 。 
腫瘍特異的抗体が腫瘍移植後、徐々に産⽣されることがわかったため、腫瘍への沈着
を免疫組織化学染⾊で検討した。腫瘍移植後 9 ⽇⽬と 30 ⽇⽬のマウスからそれぞれ
腫瘍を摘出し、抗マウス IgG 抗体で免疫組織化学染⾊を⾏った。9 ⽇⽬の検体では抗
体の沈着はほとんど認めなかったが、30 ⽇⽬の検体では広範囲に抗体が沈着してい
 17 
た(図 3 C) 。 
これらの結果から腫瘍細胞⽪下移植マウスモデルでは移植後 7 ⽇⽬頃から腫瘍特異
的抗体が有意に産⽣され、産⽣された抗体はやや遅れて腫瘍に沈着することが⽰唆さ
れた。 
 
5.2 FcγRIIB ⽋損マウスでは腫瘍増⼤が緩徐である 
 腫瘍特異的抗体の産⽣と沈着が認められたことから、腫瘍組織において抗原抗体複
合体が形成されていることが予想される。抗原抗体複合体は Fc 受容体を介して免疫
細胞に認識されることから、抑制性受容体である FcγRIIB ⽋損マウスを⽤いてその
影響を検討した。腫瘍増⼤への影響を評価するため腫瘍細胞を⽪下に移植し腫瘍体積
を経時的に測定した。移植する腫瘍細胞には E.G7-OVA、LLC、TC1 を⽤いた。 
移植後 9 ⽇⽬頃までは FcγRIIB ⽋損マウスと野⽣型マウスの腫瘍増⼤速度は同等
であった。しかし、移植後 12 ⽇⽬以降は野⽣型マウスに⽐べて FcγRIIB ⽋損マウス
の腫瘍増⼤が緩徐となり、腫瘍体積に有意な差が⽣じた。検討を⾏った 3 種類の腫瘍
細胞全てで同様の結果であった(図 4 A, B, C) 。また、E.G7-OVA では複数の個体で
移植後 15 ⽇⽬頃より腫瘍が⾃然に縮⼩し、消失した。これらの結果から FcγRIIB ⽋
損マウスでは腫瘍特異的抗体の産⽣後に腫瘍増⼤が緩徐になることが明らかとなっ
た。 
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5.3 FcγRIIB ⽋損マウスでは抗腫瘍免疫が亢進する 
 FcγRIIB ⽋損マウスにおいて腫瘍特異的抗体の産⽣後より腫瘍増⼤が緩徐になっ
た。この機序を解明するために FcγRIIB ⽋損マウスと野⽣型マウスの細胞性免疫お
よび液性免疫の違いを検討した。細胞性免疫は ELISpot 法、液性免疫はフローサイト
メトリーで検討した。E.G7-OVA ⽪下移植マウスから移植後 21 ⽇⽬に脾臓を摘出、
OVA SIINFEKL ペプチドで刺激し IFNγを産⽣する腫瘍特異的 CD8 陽性 T 細胞数
を⽐較した。FcγRIIB ⽋損マウス、野⽣型マウス共にペプチド刺激を⾏うと刺激を
⾏わない場合に⽐べて、IFNγを産⽣した細胞のスポット数が有意に増加した。ペプ
チド刺激を⾏った FcγRIIB ⽋損マウスと野⽣型マウスを⽐較すると FcγRIIB ⽋損
マウスにおいてスポット数が約 5 倍に増加 (t 検定, P<0.001) していた (図 5 A) 。
この結果から FcγRIIB ⽋損マウスでは脾臓での細胞性免疫が亢進していることが⽰
唆された。次に液性免疫を評価するために採⾎を⾏い⾎清中の腫瘍特異的抗体量を検
討した。野⽣型マウスの腫瘍移植モデルで腫瘍特異的抗体の産⽣が認められていた 
(図 3 A) が FcγRIIB ⽋損マウスでは野⽣型マウスに⽐べて、抗体産⽣が有意 (t 検
定, P<0.01) に増加していた (図 5 B, C)。 この結果から FcγRIIB ⽋損マウスでは
液性免疫も亢進していることが⽰唆された。これらの結果から FcγRIIB の⽋失は獲
得免疫を亢進させ、腫瘍増⼤に影響を与えた可能性が⽰唆された。 
 
5.4 FcγRIIB ⽋損マウスでは腫瘍に浸潤する免疫細胞が増加する 
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 FcγRIIB ⽋損マウスでは脾臓の腫瘍特異的 T 細胞と、⾎中の腫瘍特異的抗体が増
加していたことから次に、腫瘍内への免疫細胞浸潤について評価した。T 細胞の腫瘍
内への浸潤を蛍光標識された抗 CD45 抗体、抗 CD3 抗体、抗 CD4 抗体、抗 CD8 抗
体を⽤いて検討した。FcγRIIB ⽋損マウスでは野⽣型マウスに⽐べて、腫瘍内に浸
潤している CD4 陽性 T 細胞が約 10 倍 (t 検定, P<0.05) に増加し、CD8 陽性 T 細
胞が約 6 倍 (t 検定, P<0.01) に増加していた(図 6 A, C) 。抗腫瘍免疫のエフェクタ
ー細胞である CD8 陽性 T 細胞の浸潤が FcγRIIB ⽋損マウスで増加していることが
⽰された。 
次に⾻髄由来細胞の腫瘍内への浸潤を蛍光標識された抗 CD45 抗体、抗 CD11b 抗
体、抗 Ly6c 抗体、抗 Ly6g 抗体を⽤いて検討した。gMDSC を (CD45+ CD11b+ Ly6c 
int Ly6g high) 細胞 、mMDSC を (CD45+ CD11b+ Ly6c high Ly6g low) 細胞、マ
クロファージを(CD45+ CD11b+ Ly6c low Ly6g low) 細胞と定義した。FcγRIIB ⽋
損マウスでは野⽣型マウスに⽐べて、腫瘍内に浸潤している gMDSC (t 検定, 
P<0.05) 、 mMDSC ( t 検定, P<0.01) 、マクロファージ ( t 検定, P<0.01) が増加
していた (図 6 B, C) 。これらの結果から FcγRIIB の⽋失で T 細胞および⾻髄由来
細胞の腫瘍内への浸潤が増加することが⽰された。 
 
5.5 FcγRIIB ⽋損マウスでは腫瘍内の遺伝⼦発現が変化する 
 FcγRIIB ⽋損マウスで腫瘍内への免疫細胞浸潤が増加していたことから、次に腫
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瘍内の炎症状態を評価した。腫瘍から RNA を抽出し、遺伝⼦発現状況を RT-qPCR
法で検討した。FcγRIIB ⽋損マウスから摘出した腫瘍では抗腫瘍免疫に関与する細
胞傷害性 T 細胞のエフェクターである Granzyme B (t 検定, P<0.01)や IFNγ誘導遺
伝⼦である CXCL10 (t 検定, P<0.001) 、NOS2 (t 検定, P<0.01) 、主にマクロファ
ージから産⽣され T 細胞の活性化に関係する IL-1β(t 検定, P<0.05) や IL-6 (t 検定, 
P<0.01) といったサイトカインの発現が増加していた(図 7) 。 
これらのことから FcγRIIB の⽋失により浸潤してきた免疫細胞は細胞傷害性 T 細胞
を中⼼とした抗腫瘍免疫を亢進させ、腫瘍内に強い炎症を起こしていることが⽰唆さ
れた。 
 
5.6 FcγRIIB ⽋損マウスのマクロファージは抗原抗体複合体で強く活性化させる 
  腫瘍細胞と⾎清で形成される抗原抗体複合体がマクロファージを活性化するか
について in vitro で検討した。まず、腫瘍細胞と⾎清で抗原抗体複合体が形成される
かをウエスタンブロッティングで検討した。腫瘍細胞を移植した FcγRIIB ⽋損マウ
スと野⽣型マウス、腫瘍細胞を移植していない野⽣型マウスからそれぞれ採⾎し⾎清
を得た。抗原として腫瘍細胞を低温暴露後に超⾳波破砕したものを使⽤し、ウエスタ
ンブロッティングを⾏なったところ、全てのマウスの⾎清で⾮特異的バンドが認めら
れた。腫瘍細胞を移植した野⽣型マウスでは⾮特異的バンド部以外にわずかにバンド
の出現を認めた。腫瘍細胞を移植した FcγRIIB ⽋損マウスの⾎清では⾮特異的バン
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ド部以外に複数のバンドの出現を認めた (図 8 A) 。これらの結果から腫瘍細胞を移
植した FcγRIIB ⽋損マウスではポリクローナルな腫瘍特異的抗体産⽣されていた。
また、腫瘍破砕液と⾎清で抗原抗体複合体が形成されることが確認された。 
次にマクロファージを抗原抗体複合体で刺激し、活性化を評価した。マウス⼤腿⾻
由来の⾻髄細胞を M-CSF を含む培地で培養しマクロファージを誘導した。抗原とし
て腫瘍破砕液を使⽤し、抗体として腫瘍特異的抗体の存在が確認できた FcγRIIB ⽋
損マウスの⾎清を使⽤した。誘導されたマクロファージに腫瘍破砕液、⾎清、抗原抗
体複合体をそれぞれ添加した。24 時間刺激後に回収し RT-qPCR 法で遺伝⼦発現を
検討した。抗原抗体複合体は、IL-1βの発現を腫瘍破砕液に⽐べて野⽣型マウス、Fc
γRIIB ⽋損マウスともに有意(t 検定, P<0.05 および P<0.01)に増加させた。また抗
原抗体複合体は FcγRIIB ⽋損マウスで野⽣型マウスと⽐べ、IL-1βの発現を有意 (t
検定, P<0.01) に増加させた(図 8 B) 。 
この結果から、抗原抗体複合体の刺激により FcγRIIB ⽋損マウス由来のマクロファ
ージは、野⽣型マウス由来のマクロファージに⽐べ、強く活性化されることが⽰され
た。 
in vitro で抗原抗体複合体の形成とそれによるマクロファージの活性化が⽰された
ため、次に in vivo での評価を⾏った。腫瘍内に浸潤しているマクロファージをセル
ソーターで分離し RT-qPCR 法で遺伝⼦発現を検討した。in vitro と同様に、FcγRIIB
⽋損マウスのマクロファージは野⽣型マウスのマクロファージに⽐べて有意 (t 検定, 
 22 
P<0.01)に IL-1βの発現が増加していた。 また、IFNγ誘導遺伝⼦である CXCL10 (t
検定, P<0.05) 、NOS2 (t 検定, P<0.05) 、抗原提⽰に重要である MHC class II (t 検
定, P<0.05) や活性化マーカーである CD40 (t 検定, P<0.01) 、CD86 (t 検定, P<0.05) 
の発現が増加していた。 (図 8 C) 。これらの結果から FcγRIIB の⽋失は腫瘍微⼩
環境のマクロファージを活性化させ、抗原提⽰やサイトカインを介した T 細胞の活
性化を誘導していることが⽰唆された。 
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6 考察 
 免疫は多彩なメカニズムを⽤いて病原体や腫瘍細胞などの異物を排除するシステ
ムである。Fc 受容体は異物に結合した抗体を認識し、シグナル伝達や抗原提⽰細胞へ
の異物の取り込みに関与する 39, 40。この Fc 受容体には細胞内ドメインの違いにより
活性化受容体と抑制性受容体が存在し、それらがバランスを取りながら免疫細胞の活
性をコントロールしている 39, 40。活性化 Fc 受容体は抗原提⽰や ADCC により異物の
排除を促進する。⼀⽅で抑制性受容体は過剰な免疫応答の抑制や免疫寛容に働き、⾃
⼰の組織を保護している 39, 40, 43, 44。 
腫瘍微⼩環境では腫瘍特異的抗体が腫瘍細胞に結合し抗原抗体複合体が形成され
ていることが予想される。しかしながら、これらが腫瘍微⼩環境でどのような働きを
しているかは明らかにされていなかった。本研究は腫瘍細胞に対する内因性の腫瘍特
異的抗体が FcγRIIB を介して抑制性の免疫環境形成に関与している可能性を⽰した
初めての報告である。 
がん患者で腫瘍に対する抗体が産⽣されることは広く知られている 33-36。我々の腫
瘍移植モデルのマウス実験においても、移植後 7 ⽇⽬頃から腫瘍特異的抗体が産⽣さ
れ始め、経時的な増加を認めた (図 3 A、B) 。これは獲得免疫が形成される時期とほ
ぼ⼀致しており、通常の病原体と同様に腫瘍細胞が異物と認識されることを⽰してい
る。また、⾎液中に産⽣された抗体は腫瘍組織にも到達し沈着していることが免疫組
織学的検討により⽰された (図 3 C) 。 
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我々の⾏った腫瘍移植モデルの検討では、移植から 9 ⽇⽬頃までの早期には Fcγ
RIIB ⽋損マウスと野⽣型マウスとの間で腫瘍の増⼤に差は認めなかった。しかしな
がら、移植から 12 ⽇⽬以降になると FcγRIIB ⽋損マウスの腫瘍増⼤は野⽣型マウ
スに⽐べて緩徐になった (図 4 A、B、C) 。腫瘍特異的抗体が産⽣され始める時期か
らやや遅れて腫瘍増⼤が緩徐になっていることから、内因性の腫瘍特異的抗体が Fc
γRIIB を介して腫瘍に影響を与えている可能性が考えられた。蛋⽩を強制発現させ
た E.G7-OVA や TC-1 のみならず LLC においても有意差が⽰されたことから細胞株
の免疫原性に依らず FcγRIIB が腫瘍免疫に影響を与えている可能性が考えられた。
⼀⽅で、B16F10 メラノーマ細胞株、MC38 ⼤腸癌細胞株においては FcγRIIB ⽋損
マウスで腫瘍増⼤が緩徐な傾向であったが、統計学的有意差は⽰すことができなかっ
た。この原因としてはこれらの細胞株では腫瘍の増⼤が早く、⼗分な差が認められる
前に野⽣型マウスが死亡あるいは⼈道的エンドポイントに到達してしまったことや
細胞株毎の腫瘍微⼩環境の違いが影響したことが想定される。 
抗腫瘍免疫において重要な役割を果たす細胞傷害性 T 細胞は IFNγ依存性に抗腫
瘍作⽤を発揮することが知られている 8-10。我々の検討では FcγRIIB ⽋損マウスで脾
臓における腫瘍特異的 T 細胞の増加と腫瘍内に浸潤する CD8 陽性 T 細胞の増加を
認めた。腫瘍内では細胞傷害性 T 細胞のエフェクターである Granzyme B や IFNγ
産⽣を誘導する遺伝⼦群の CXCL10 や NOS2、T 細胞の活性化に関係する IL-1βや
IL-6 の増加を認めた。これらの結果から腫瘍内に浸潤した CD8 陽性 T 細胞は腫瘍の
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排除に働いていた可能性が⽰唆された。 
腫瘍微⼩環境には T 細胞以外にマクロファージや MDSC といった⾻髄由来免疫細
胞が存在し、抑制性の免疫環境を形成している 3, 5, 10-13。我々の検討では FcγRIIB の
⽋失で T 細胞の浸潤が増加したが、同時に⾻髄由来細胞の浸潤も増加していた。⾻髄
由来細胞であるマクロファージは抗原提⽰や ADCC、T 細胞の機能調節などに関与
している。⼀般に腫瘍内のマクロファージは TAM と呼ばれ、T 細胞を抑制する性質
を持っている 22。過去の報告では、腫瘍内のマクロファージを活性化させると腫瘍微
⼩環境が抗腫瘍免疫優位に誘導されることが⽰されている 65-67 。我々が腫瘍内のマク
ロファージをセルソーターにより分離し遺伝⼦発現を調べたところ、FcγRIIB ⽋損
マウスのマクロファージは活性化の指標としての IL-1β 、抗原提⽰に重要である
MHC class II や共刺激分⼦の CD40、CD86、IFNγ誘導遺伝⼦である CXCL10、NOS2
などの発現が増加していた。これらは成熟した活性化マクロファージで発現が増加す
ることが知られているものであった。⼀⽅で、抑制性マクロファージで増加するとさ
れる TGFβは野⽣型マウスとの差は認めなかった。これら結果から FcγRIIB の⽋失
は腫瘍微⼩環境のマクロファージを成熟した活性化マクロファージに変化させ、T 細
胞を活性化させた可能性が⽰唆された。マクロファージと同様に MDSC の浸潤も増
加していたが、技術的な問題により⼗分量の細胞および RNA を回収することが困難
であった。このため今回の実験では機能についての検討は⾏うことができなかったが、
性質としてはマクロファージと同様の変化が起こっていると予想している。 
 26 
過去の報告では FcγRIIB が⾃⼰免疫疾患の発症と関連することが⽰されているが、
発癌との関連は⽰されていない 43-45。例えば、マウスでは FcγRIIB の⽋失や遺伝⼦
のプロモーター領域の変異があると SLE や CIA、Goodpasture 症候群様の⾃⼰免疫
疾患が⾃然発症あるいは容易に誘導される 48-58。また、ヒトではプロモーター領域の
遺伝⼦多型や遺伝⼦のアレル多型が SLE の発症や重症度に関わっている 59-63。腫瘍微
⼩環境では⾃⼰免疫を防ぐシステムが抗腫瘍免疫からの回避に利⽤されていること
が知られており 5, 10-13 、本研究の結果から FcγRIIB も⾃⼰免疫疾患の発症予防だけ
ではなく、抑制性の腫瘍微⼩環境形成に関与していることが明らかとなった。また、
FcγRIIB ⽋損マウスへの腫瘍移植モデル実験において、体重減少や関節炎症状、活
動性の低下など⾃⼰免疫疾患の誘導を疑わせる症状は認めなかった。しかしながら、
⾃⼰抗体に関する検討は⾏なっておらず、今後 FcγRIIB ⽋損マウスにおける腫瘍に
よる⾃⼰抗体誘導の有無についても検討を⾏なっていきたいと考えている。 
現在、臨床で治療標的とされている PD-1 や CTLA-4 も元々は⾃⼰免疫の抑制機能
を持つ分⼦として報告された分⼦である 31, 68, 69。また多くの抑制性分⼦が免疫療法の
ターゲットとして研究、開発が⾏われている。このことから FcγRIIB も治療標的と
なりうると思われる。 
Fc 受容体を介したシグナル伝達を考える上で、抗体の親和性も重要である。IgG は
サブクラス毎に抗原への親和性だけでなく、Fc 受容体への親和性も異なっているこ
とが知られている 37, 42。しかしながら、本研究ではサブクラスについての検討を⾏う
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ことはできなかった。なぜなら、⾎清中の腫瘍特異的抗体は全抗体の⼀部であり、サ
ブクラス毎に分離し詳細に検討することが困難であったためである。 
本研究はマウスの腫瘍移植モデルを使⽤しており、単純にヒトに当てはめることは
できない。しかしながら、FcγRIIB はマウスとヒトに共通して存在し⾃⼰免疫疾患
に関与する分⼦である 39, 40。このことからヒトにおいても FcγRIIB を介したシグナ
ルの阻害は本研究と同様の変化をもたらす可能性が考えられる。また PD-1 や CTLA-
4 がエフェクター細胞である細胞傷害性 T 細胞に発現し抑制するのに対して、 Fcγ
RIIB は細胞傷害性 T 細胞を活性化させる抗原提⽰細胞に発現し抑制を⾏っている。
すなわち FcγRIIB は液性免疫がマクロファージの抗原提⽰、サイトカイン放出を介
して細胞性免疫を活性化する経路の上流に位置するといえる。したがって作⽤点の異
なる FcγRIIB の阻害と PD-1 や CTLA-4 の阻害の併⽤は、より強⼒でより腫瘍特異
的な抗腫瘍免疫を誘導できる可能性が考えられる。 
抗体薬との関連では、治療効果の減弱に FcγRIIB が関与している可能性が指摘さ
れている 70-74。また、マウスモデルの実験ではあるが、抗 CD 20 抗体の rituximab や
抗 HER2 抗体の trastuzumab と FcγRIIB 阻害薬の併⽤が治療効果を増強することが
報告されている 75, 76。今後、FcγRIIB の阻害が他の免疫療法や抗体薬に与える影響に
ついても検討を⾏っていく必要があると考える。 
 本研究により、内因性に産⽣された腫瘍特異的抗体は、FcγRIIB を介して抑制性
の腫瘍微⼩環境を形成していることが⽰唆された(図 9)。この経路は新たな治療標的
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となる可能性がある。 
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7 結論 
 腫瘍細胞に対して内因性に産⽣される腫瘍特異的抗体が、腫瘍微⼩環境に与える
影響を FcγRIIB ⽋損マウスで検討した。FcγRIIB ⽋損マウスでは、マクロファージ
が抗原抗体複合体の刺激により活性化され腫瘍微⼩環境が変化していた。これにより
細胞性免疫、液性免疫がともに強く誘導され、腫瘍の増⼤が抑制された。本研究によ
り内因性の腫瘍特異的抗体は FcγRIIB を介して抑制性の腫瘍微⼩環境形成に関与し
ていることが⽰された。 
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9 図 
図 3 腫瘍特異的抗体の産⽣と腫瘍内への沈着の確認 
A)  
E.G7-OVA 細胞株を⽪下移植後 30-35 ⽇に採⾎を⾏い、⾎清を得た。腫瘍細胞を
1.0x106 個になるよう調整し、1/300 に希釈した⾎清を反応させた後、Alexa-Fluor 647
抗マウス IgG 抗体で染⾊しフローサイトメーターで腫瘍特異的抗体の結合した腫瘍
細胞を検出した。 
B) 
E.G7-OVA 細胞株を⽪下移植後 3-7 ⽇毎に採⾎を⾏い、⾎清を得た。腫瘍細胞を
1.0x106 個になるよう調整し、1/300 に希釈した⾎清を反応させた後、Alexa-Fluor 647
抗マウス IgG 抗体で染⾊しフローサイトメーターで腫瘍特異的抗体の結合した腫瘍
細胞を検出した。各群 6-8 匹とし、結果は平均値±標準偏差で表した。Day0 マウス
と⽐較し、＊P<0.05、＊＊P<0.01、＊＊＊P<0.001 として表した。 
C) 
E.G7-OVA 細胞株⽪下移植マウスから移植後 9 ⽇⽬および 30 ⽇⽬に腫瘍を摘出し
た。抗マウス IgG 抗体を⽤いた免疫組織化学染⾊により腫瘍に沈着した腫瘍特異的抗
体を検出した。 
 
図 4 FcγRIIB ノックアウトマウスと WT マウスの腫瘍増⼤の⽐較 
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A)B)C) 
 E.G7-OVA (1.0x106 個)、LLC および TC1（1.0x105 個）をマウス右背部に⽪下移植
した。各群を 10-15 匹として 3 ⽇毎に腫瘍の体積を測定した。同様の実験を 2 回以上
⾏い、腫瘍体積の解析を⾏った。結果は平均値±標準偏差で表した。野⽣型マウスと
⽐較し、＊P<0.05、＊＊P<0.01、＊＊＊P<0.001 として表した。 
 
図 5 腫瘍特異的 T 細胞数および腫瘍特異的的抗体量の⽐較 
A) 
E.G7-OVA ⽪下移植後 28 ⽇⽬にマウスの脾臓を摘出し、OVA SIINFEKL ペプチド
を添加し 12 時間刺激した。ELISpot 法を⽤いて刺激細胞における IFNγ産⽣をスポ
ット数で評価した。各群を 5 匹として同様の実験を 2 回繰り返した。計測した結果は
平均値±標準偏差で表した。 
B)C） 
E.G7-OVA を⽪下移植後 30-35 ⽇に採⾎を⾏い、⾎清を得た。腫瘍細胞を 1.0x106 個
になるよう調整し、1/300 に希釈した⾎清を反応させた後、Alexa-Fluor 647 抗マウス
IgG 抗体で染⾊し、腫瘍特異的抗体の結合した腫瘍細胞を検出した。各群を 5 匹解析
し結果は平均値±標準偏差で表した。野⽣型マウスと⽐較し、＊＊P<0.01、＊＊＊
P<0.001 として表した。 
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図 6 腫瘍内に浸潤している免疫細胞の解析 
A)B)C） 
 E.G7-OVA ⽪下移植後 28 ⽇⽬に腫瘍を摘出した。フローサイトメーターを⽤いて
腫瘍細胞内における各免疫細胞の割合を計測した。各群を 6-10 匹解析し結果は平均
値±標準偏差で表した。野⽣型マウスと⽐較し、＊P<0.05、＊＊P<0.01 として表し
た。 
 
図 7 腫瘍内の遺伝⼦発現変化の解析 
E.G7-OVA ⽪下移植後 28 ⽇⽬に腫瘍を摘出した。腫瘍全体から RNA を抽出し mRNA
発現を RT-qPCR で検討した。各群を 8-12 匹解析し結果は平均値±標準偏差で表し
た。野⽣型マウスと⽐較し、＊P<0.05、＊＊P<0.01、＊＊＊P<0.001 として表した。 
 
図 8 マクロファージの抗原抗体複合体による活性化と腫瘍内に浸潤しているマクロ
ファージの遺伝⼦発現変化の解析 
A) 
腫瘍細胞の破砕液を抗原、マウス⾎清を⼀次抗体としてウエスタンブロッティングを
⾏った。⼆次抗体として Alexa Flour 680 ヤギ抗マウス IgG (H+L) 抗体を⽤いて抗
原抗体複合体の形成を検出した。 
B) 
 45 
6-8 週齢の⾮腫瘍移植マウスから⼤腿⾻を摘出し⾻髄細胞を得た。M-CSF 20ng/ml を
加え培養を⾏い、マクロファージを誘導した。腫瘍細胞の破砕液を抗原として 10μ
g/ml で⽤い、マウス⾎清を抗体として 1/300 に希釈し⽤いた。16 時間刺激を⾏った
後に細胞を回収、RNA を抽出し mRNA 発現を RT-qPCR で検討した。各群を 3-5 匹
解析し結果は平均値±標準偏差で表した。 
C) 
E.G7-OVA ⽪下移植後 28 ⽇⽬に腫瘍を摘出した。腫瘍内から CD45 陽性、CD11b 陽
性、Ly6c low、Ly6g low の集団をマクロファージとして分離した。分離後直ちに RNA
を抽出し mRNA 発現を RT-qPCR で検討した。各群を 6-10 匹解析し結果は平均値±
標準偏差で表した。野⽣型マウスと⽐較し、＊P<0.05、＊＊P<0.01、＊＊＊P<0.001
として表した。 
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